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Abstract
　　　　After　pulmonary　tissue　inj　ury，　surrounding　cells，　such　as　alveolar　epithelial　cells，　vascular　endothelial　cells
and　fibroblasts，　migrate　into　the　injured　area　in　the　repair　process．　To　facilitate　the　migration，　urokinase－type
plasminogen　activator　（uPA）　and　its　receptor　（uPAR）　express　their　activity　on　the　cell　surface　to　solve　the
extracellular　matrix，　and　their　expression　is　regulated　by　the　inhibitor，　PAI－1．　Using　two　lines　of　human　lung
fibroblasts　（newly　isolated　KiE　and　wr－38　’from　a　cell　bank），　the　expression　of　uPA，　uPAR　and　PAI－1　was
examined　by　pre－treatment　of　the　cells　with　dexamethasone　and　subsequent　stimulation　with　the　inflammatory
cytokines，1し1βor　TNFα，　Larger　amounts　of　uPA　and　uPAR　mRNA　were　detected　in　WI－38　th　an　in　KiF
cells．　In　WI－38　cells，　the　expression　of　uPA　mRNA　was　stimulated　by　I　L－16　and　unaffected　by　the　dexameth－
asone　pre－treatment．　ln　KiF　cells，　however，　the　expression　of　uPA　mRNA　was　reduced　by　the　pre－treatment
with　dexamethasone　and　subsequent　TNFa　stimulation．　The　amount　of　uPAR　mRNA　was　stimulated　by
TNFa　in　both　lines，　but　was　stimulated　by　IL－IP　only　in　WI－38　cells．　The　dexamethasone　pre－treatment　had
no　effect　on　the　uPAR　expression　in　either　line．　Although　the　PAI－1　expression　was　suppressed　by　dexameth－
asone　pre－treatment　and　subsequent　TNFa　stimulation　in　wr－38　cells，　PAI－1　production　was　significantly
stimulated　by　the　same　treatment　in　KiF　cells．　KiF　cells　released　a　large　amount　of　PAI－l　into　the　culture
medium，　and　this　suggested　that　the　cells　around　fibroblasts　might　be　influenced　by　the　secreted　PAI－1．　All
these　results　suggest　that　there　is　different　reactivity　in　the　expression　of　the　uPA　system　against　the　inflammatory
cytokines，　and　this　may　induce　various　effects　on　pulmonary　injuries　and　repair　by　corticosteroid　treatment．
Introduction
　　Urokinase－type　plasminogen　activator　（uPA）　is　one　of
the　serine　proteases　that　convert　plasmi，nogen　to　plasmin，
and　is　mainly　involved　in　the　dissolution　of　the　extracel－
lular　matrix　and　basement　membrane　during　tissue
degradation　or　stromal　remodeling　that　occurs　during
response　to　acute　and　chronic　lung　inj　ury’一4）．　We，　and
other　groups，　reported　previously　that　a　large　amount　of
uPA　exists　in　the　lung　tissue　compared　with　other
organs3－6）．　We　found　that　the　source　of　uPA　was　the
microvascular　e dothelial　cells3）‘）　as　well　as　the　alveolar
ep thelial　cells　a d　macrophages7）8）．　lt　is　thought　that
he　uPA　produced　and　secreted　onto　the　alveolar　surface
emoves　any　substances　that　interrupt　the　smooth　alveo－
lar　space5）6）．
　Plasminogen　activator　inhibitor－1　（PAI－1），　a　serine
protease　inhibitor belonging　to　the　serpin　family，　is　a
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single－chain　45　to　50－kDa　glycoprotein　secreted　by
various　cell　typesi－4）．　PAI－1　binds　to　the　active　site　of
uPA，　thereby　modulating　plasmin　activation　of　uPA，
which　is　either　free－floating　or　bound　to　the　uPA　rece－
ptor　（uPAR）i）2）．　The　fibrinolytic　activity　on　the　cell
surface　especially　relates　to　cell　migration　and　tissue
remodeling1）2）．　The　fしlnctions　of　uPA　are　thought　to
include　both　degr－adation　of　the　extracellular　matrix　and
activation　of　metalloproteinases　or　growth　factorsi－4）9）iO）．
PAI－1　is　also　involved　in　cell　detachment　by　deactiva－
tion　and　internalization　of　integrins　that　are　bound　to
uPAR11）ユ2）．
　　The　pulmonaiy　fibroblasts　also　produce　uPA，　uPAR
and　PAI－13）‘）．　lt　has　been　suggested　that　uPA　and
PAI－1　produced　from　the　fibroblasts　are　involved　in
various　physiological　and　pathological　processesi3一’9）．
In　an　area　of　pulmonary　inflammation　and　fibrosis，
fibroblasts　proliferate　and　actively　secrete　PAI－120722）．
Nonnal　fibrinolytic　activity　within　the　alveolar　space　is
suppressed　in　fibrotic　lung　diseases　characterized　by
excessive　and　irregular　deposition　of　extracellular　matrix
proteins　such　as　collagen，　in　part　due　to　increased　levels
of　PAI－Ii7）20）2i）．　ln　the　sputum　of　patients　with　pulmo－
nary　diseases　such　as　cystic　fibrosis，　asthma　and　COPD，
the　amounts　of　inflammatory　cytokines　and　PAI－1　are
higher　than　those　in　healthy　volunteers22）．
　　IL－16　and　TNFa　are　known　to　be　important
inflammatory　cytokines　that　coexist　at　a　site　of
inflammation23）．　lt　is　also　known　that　TN　Fa　induces
PAI－1　production’3）．　The　actions　of　these　cytokines　on
fibroblasts　are　likely　to　be　important　in　the　development
of　acute　inflammatory　responses’‘一22）．　Corticosteroids
are　routinely　used　for　the　treatment　of　patients　with
pulmonaiy　fibrosis，　although　their　therapeutic　effects
depend　on　the　pathological　type　of　disease2‘）25）．　ln　this
study，　we　used　two　strains　of　human　lung　fibroblasts，
KiF　and　wr－38　cells．　KiF（newly　isolated　from　human
lung　tissue　in　our　Kashumigaura　laboratory）　and　WI－38
cells　（obtained　fi’om　a　cell　bank）　were　examine　the
effects　of　pre－treatment　with　dexamethasone　followed　by
stimulation　with　IL－11B　or　TNFev　on　the　expression　of
uPA，　uPAR　and　PAI－1，　because　the　migration　of
healthy　cells　from　surrounding　tissue　into　an　injured
area　is　essential　for　tissue　repair．
Materials　and　Methods
　　Materials
　　Collagenase，　EDTA，　KCI，　MgCI2，　glycerol，　chloro－
form，　isopropanol，　Tris，　acetic　acid，　agarose，　ethidium
bromide，　acrylamide，　N，　N’一methylen－bis　（acrylamide），
ammonium　peroxodisulfate，　riboflavin，　dexamethasone，
phenylmethylsulfonyl　fluoride　（PMSF）　and　TritonX－100
were　purchased　from　Wako　Pure　Chemicals　（Tokyo，
Japan）；　bovine　serum　albumin　（BSA）　from　Boehringer
（lnd anapolis，　IN）；　aprotinin　from　Mitsubishi　Pharma
（Osaka，　Japan）；　medium　199　（M199）　and　minimum
essential　medium　（MEM）　from　Sigma　Aldrich　（St　Louis，
MO）；　fetal　calf　s rum　（FCS），　trypsin，　TRIzol＠，　DNA
ladder，　penicillin－streptomycin　mixture　and　Fungizone＠
from　Jnvitrogen　（Carlsbad，　CA）；　interleukin－11e　（IL－
16）　and　tumor　necrosis　factor－alpha　（TN　Fa）　from
Genzyme　（C mbridge，　MA）；　60　mm－diameter　plastic
culture　di hes　from　Becton　Dickinson　Biosciences　（Fran－
klin　Lakes，　NJ）；　6 well　plates　from　Costar　（Corning，
NY）；　10－kDa　MW　cut－off　centrifugal　filter　tubes　from
Millipore　（Bedford，　MA）；　RT－PCR　beads，　nitrocel－
lulose　membrane　for　Western　blotting　（Hybond　ECL），
Hyperfilm and　enhanced　chemiluminescence　（ECL）
detectio 　reagents　from　Amersham　Biosciences　（Piscat－
away，　NJ）；　anti－human　uPA，　anti－human　PAI－1　and
anti－human　uPAR　antibodies　from　American　Diagnos－
tica　（Stanford，　CT）；　while　FITC－conj　ugated　goat　anti－
mouse　lgG　was　obta ned　from　lmmunotech　（Marseille，
France）．
　　Fibroblasts
　 Pulmon ry　fibroblasts　were　obtained　from　human
lung　tissue　by　the　following　method．　A　small　section
of　human　lung　was　obtained　within　1－2　mm　of　the
periphery　of　a normal　region　of　lung　in　a　patient
undergoing　resection　for　solitary　lung　tumor　with　per－
mission　f om　 he　Ethics　Committee　of　Tokyo　Medical
Un versity．　Surgery　was　performed　by　the　Surgical
Service　of　Kasumigaura　Hospital，　Tokyo　Medical　Uni－
ver ity　（lbaraki，　Japan）．　After　excision，　the　lung　tissue
was　treated　for　5　min　with　sterilized　100／o　povidone－
iodine　（Meij　i　Pharniaceutical，　Tokyo，　Japan）　and　was
rinsed　repeatedly　with　PBS．　Tissue　was　collected　from
an　area　up　 o　2　mm　below　the　pleura．　The　peripheral
lung　tissue　was　then　minced　and　digested　with　O．1％
collagenase　in　a　370C　shaking　water　bath．　After　30
minutes of　digestion，　the　residues　were　filtered　through
loo－pt　m　stainless　meshes，　and　M　199　with　10％　calf　serum
to　n utr l z enzyme　activity　was　added　to　the　filtrate．
After　washing　the　cell　pellet　by　centrifugation，　alveolar
macrophages　were removed　based　on　differences　in　cell
adhesiveness．　Cells　were　suspended　in　M　199　sup－
plemented　with　10％　FCS　and　were　incubated　at　370C　in
a　5％　CO2　incubator．　After　an　hour　of　incubation，
macrophages　were　removed　by　collecting　non－adherent
cells，　and　the　cells　were　seeded　into　dishes，　and　culti－
vated　in　M　199　containing　10％　FCS，　100　U／ml　penicil－
lin，　100 pt　g／ml　streptomycin　an　2．5　pt　g／ml　fungizone．
Pulmonary fibroblasts，　which　were　long－shaped，　non－
epithelial　cells，　were　obtained　and　designated　KiF．
KiF　in　passages　6－11　were　used　for　each　experiment，
because　KiF　cells　stopped　growing　after　the　12‘h　passage．
　　The　human　lung　fibroblast　cell　line　WI－38
（IFOsoo75）　was　obtained　from　the　Japan　Health　Science
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Foundation　（Osaka，　Japan）　and　was　cultivated　with
MEM　containing　with　10％　FCS　and　antibiotics．
　　Culture　conditions
　　In　order　to　examine　the　expression　of　uPA，　uPAR　and
PAI－1，　confluent　KiF　and　wr－38　cells　were　pre－treated
with　O，　5，　50，　500　ng／ml　dexamethasone　in　serum－free
M199　or　MEM　（containing　O．3　mg／ml　serine　protease－
inactivated　BSA）　at　370C，　respectively．　After　4　h　of
cultivation，　the　medium　was　replaced　and　cultivated
with　serum－free　media　containing　either　1　ng／ml　IL－11B
or　TNFcr，　and　was　incubated　for　a　further　4　h　before　the
extraction　of　the　total　RN　A，　or　for　a　further　12　h　for
staining　or　Western　blotting．
　　RT－PCR
　　KiF　and　wr－38　cells　were　treated　as　described　above
and　were　lyzed　by　addition　of　TRIzol＠．　The　total
RNA　was　extracted　with　chlorofoirm，　isopropanol，　and
ethanol　by　centrifugation　after　each　addition　according
to　the　manufacture’s　instructions．　The　extracted　RN　A
was　dissolved　in　distilled　water．　and　absorbance　was
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
measured　with　a　spectrophotometer　（UV－1600：　Shimad一一
zu，　Kyoto，　Japan）　at　260　nm　to　estimate　the　amount　of
t tal　RNA．
　 The　set　of　primers　specific　for　human　uPA26）　from
which　an　amplified　fragrnent　of　459　bp　was　obtained，
consisted　 f　 　forward　primer　beginning　at　769　bp　with
a　nucleotide sequence　of　5’一GCC　TTG　CTG　AAG
ATC　CGT TCC　AAG　GAG　GGC－3’　and　a　reverse
primer　beginning　at　1198　bp　with　a　nucleotide　sequence
of　5’一CAG　GCC　ATT　CTC　TTC　CTT　GGT　GTG
ACT　GCG－3’．　The　set　of　primers　specific　for　human
uPAR27）　from　which　an　amplified　fragrrient　of　354　bp
was　obtained，　consisted　of　a　forward　primer　beginning　at
577bp　with 　nucleotide　sequence　of　5’一CTC　CAA
TGG　TT 　CCA　CAA　CAA　CGA　CAC　CTT－3’　and
a　reverse　 rimer beginning　at　900　bp　with　a　nucleotide
sequence　of　5ノーTGG　TTA　CAG　CCA　CTT　TTA　GTA
CAG CAG　GAG－3’．　The　set　of　primers　specific　for
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After　KiF　or　WI－38　cells　were　pre－incubated　with　dexamethasone　for　4　h　and　stimulated　with　either　IL－16　（dashed　bars）
or　TN　Fa　（solid　bars）　for　a　further　4　h，　total　RNA　was　extracted　and　uPA　mRNA　was　examined　by　RT－PCR．　The
mRN　A　amounts　in　those　cells，　which　were　treated　without　any　dexamethasone　or　cytokines，　were　indicated　as　outlined
bars．　Photographs　of　the　PCR　products　are　shown　above　each　bar．　ln　each　lane，　a　single　band　having　an　identical
number　of　base　pairs，　459　and　540，　as　predicted　by　the　primers　specific　for　uPA　（upper　photographs）　and　GAPDH　mRNA
（lower　photographs），　respectively，　was　seen．　The　amounts　of　uPA　mRNA　was　calculated　using　a　Scion　image　and　was
normalized　against　the　amount　of　GAPDH　mRNA．　Values　are　means±SD．　Differences　were　compared　with　the
negative　control　（dexamethasone　and　cytokine‘free）　cells．　“：　p〈O．05．
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human　PAI－128）　from　which　an　amplified　fragment　of
402bp　was　obtained，　consisted　of　a　forward　primer
beginning　at　49　bp　with　a　nucleotide　sequence　of　5’一
GTC　TTT　GGT　GAA　GGG　TCT　GCT　GTG　CAC
CAT－3’　and　a　reverse　primer　beginning　at　421　bp　with　a
nucleotide　sequence　of　5’一TGA　AAA　GTC　CAC　TTG
CTT　GAC　CGT　GCT　CCG－3’．　The　sequences　of　the
GAPDH　primer　set　were　based　on　mammalian　consen－
sus　sequences　derived　from　conserved　amino　acid
regions，　with　the　3’　end　of　the　primers　ending　with　the
first　two　bases　of　a　rare　amino　acid　fi’om　which　an
amplified　fragment　of　540　bp　was　obtained29）30）．
　　RT－PCR　was　carried　out　under　the　following　condi－
tions：　1　cycle　at　42．00C　for　30　minutes　and　95．00C　for　5
minutes；　25　cycles　at　95．00C　for　1　minute，　55．00C　for　1
minute　and　72．00C　for　4　minutes；　1　cycle　at　72．00C　for
5　minutes　（Thermal　Cycler　PC－800：　Astec；　Fukuoka，
Japan）．　The　PCR　reaction　products　（7　pt　1）　were　separ－
ated　by　electrophoresis　on　2．0％　agarose－Tris－acetate－
EDTA　gel　and　stained　with　ethidium　bromide．　The
densities　of　each　band　were　calculated　using　Scion
Im ge　（Fre erick，　MD）　and　were　normalized　by　the
amount　of　GAPDH　mRNA．
　　Immunohistochemistry
　 The　stimulated　KiF　and　WI－38　cells　cultivated　on
four－chamber　slides　were　fixed　with　100％　methanol　at
OOC　for　15　minutes．　After　washing　with　PBS，　the　fixed
cell　materials　w re　incubated　for　1　h　with　1　pt　g／ml
mouse　anti－hum n　uPA，　uPAR　or　PAI－1　antibody，
espectively．　Control　staining　was　performed　by　omis－
sion　of　t e　primary　antibody．　These　preparations　were
washed　and　incubated　with　O．1　pt　g／ml　FITC－conjugated
anti－mouse lgG　for　1　h．　These　cells　were　imaged　by　a
co focal　scanning　microscopy　（MRC－1024；　Bio－Rad，
Tokyo，　Japan）．　Samples　were　scanned　from　the　basal
side　 o　the　apical　surface　at　2－pt　m　thicknesses．
　Western　bl tting
　　After　KiF　or　WI－38　cells　were　treated　and　stimulated
as　described　 bove，　conditioned　medium　（CM）　was
collected　an 　the　c lls　were　lyzed　in　lysis　buffer　contain一
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uPAR　mRNA　expression．
The　total　RNA　samples　from　KiF　or　WI－38　cells　were　obtained　as　described　in　the　legend　of　Figure　1，　and　uPAR　mRNA
was　examined　by　RT－PCR．　Photographs　of　the　PCR　products　are　shown　above　each　bar．　ln　each　lane，　a　single　band
having　an　identical　number　of　base　pairs，　354　and　540，　as　predicted　by　the　primers　specific　for　uPAR　（upper　photographs）
and　GAPDH　mRNA　（lower　photographs），　respectively，　was　seen．　The　amounts　of　uPAR　mRNA　was　calculated　using
Scion　image　and　was　normalized　against　the　amount　of　GAPDH　mRNA．　Values　are　means±SD．　Differences　were
compared　with　the　negative　control　cells．　＊：　p〈O．05．
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ing　1％　TritonX－100，　O．1％　SDS，　1　mM　PMSF　and　25
ptg／ml　aprotinin．　CM　was　concentrated　to　O．5　ml　using
a　10－kDa　cut－off　centrifuge　filter　tube　（6　fold）．　The
total　protein　in　each　sample　was　measured　by　the　Lowry
method3i）．　Equal　amounts　of　protein　samples　were
size－separated　on　discontinuous　9tr／o　polyacrylamide　gels
and　were　transferred　to　nitrocellulose　membranes．
Membranes　were　immersed　for　60　min　in　blocking　solu－
tion　containing　50／o　non－fat　dry　milk　and　O．1％　Tween－20，
and　were　then　incubated　overnight　at　40C　with　mouse
anti－uPA，一uPAR　or－PAI－1　antibody，　respectively．
After　washing，　membranes　were　incubated　for　1　h　at
room　temperature　with　peroxidase－linked　secondary
antibody．　Blotted　proteins　were　detected　using　an
enhanced　chemiluminescence　（ECL）　detection　system．
　　Statistical　Analysis
　　Each　assay　was　measured　i　n　triplicate　and　was
repeated　at　least　three　times．　Statistical　comparisons
were　made　using　Students　t－test　for　unpaired　two－group
samples．　Two－tailed　tests　were　performed，　and　a　p
value　of　〈O．05　was　considered　significant．
xpressed　as　the　means±SD．
Results
Data　were
　　Both　KiF　and　WI－38　cells　expressed　spindle　shape，　the
typical　shape　of fibroblasts，　and　neither　of　them　was
positive　for　ev－smooth　muscle　actin　（data　not　shown）．
These　find s　suggested　that　both　KiF　and　WI－38　cells
originated　from　fibroblasts32）．
　The　effec s of　IL－1iB　and　TNFev　after　the　treatment
with　th 　dexamethasone　on　the　uPA，　uPAR　and　PAI－1
mRN　A　expression　were　compared　to　the　un一一stimulated
n gative　contr l　（both　dexamethasone－and　cytokine－
fre ）　 ells．　The　uPA　mRN　A　expression　in　WI－38　cells
was　higher　than　that　in　KiF　cells（Fig．　1）．　ln　KiF　cells，
the　amount　of　uPA　mRNA　was　not　increased　by　IL－16．
When　KiF　cells　were　stimulated　with　TN　Fev，　the　uPA
mRN　A　expression　was　reduced　38．7％　and　45．90／o　with　50
and　500　ng／ml　of　dexamethasone　pre－treatment，　respec－
tively．　On　the other　hand，　the　expression　of　uPA
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The　total　RNA　samples　fi’om　KiF　or　WI－38　cells　were　obtained　as　described　in　the　legend　of　Figure　L，　and　PAI－1　mRNA
was　examined　by　RT－PCR．　Photographs　of　the　PCR　products　are　shown　above　each　bar．　ln　each　lane，　a　single　band
having　an　identical　number　of　base　pairs，　402　and　540，　as　predicted　by　the　primers　specific　for　PAI－1　（upper　photographs）
and　GAPDH　mRNA　（lower　photographs），　respectively，　was　seen．　The　amounts　of　PAI－1　mRNA　were　calculated　using
Scion　image　and　were　normalized　against　the　amount　of　GAPDH　mRNA．　Values　are　means±SD．　Differences　were
compared　with　the　negative　control　cells．　“：　p〈O．05．
（5）
一　164　一 THE　JOURNAL　OF　TOKYO　MEDICAL　UNIVERSITYVol．67　No．2
KiF “1－3　8
IL－1P
Dex　O
Dexf　OO
11P．iX ”P．，XR RM－1 uPA uRXRPM－1
TNFot
Dex　O
Dex　K．　OO
Fig．4　lmmunohistochemistry
　　　　　After　the　KiF　or　WI－38　cells　were　treated　with　dexamethasone　and　cytokine　as　described　above，　the　fibroblasts　were　fixed
　　　　　and　stained　using　either　uPA一，　uPAR一　or　PAI－1－specific　antibodies．　The　bar　in　the　photograph　at　the　right　bottom
　　　　　indicates　10　pt　m．　All　photographs　are　shown　at　the　same　magnification．
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Fig．5　The　Western　blotting　of　cell　lysates．
　　　　　After　the　KiF　and　WI－38　cells　were　treated　as　described，　the　cell　lysates　were　examined　for　uPA，　uPAR　and　PAI－1　by
　　　　　Western　blotting．　The　top　lines　of　each　fibroblast　line　show　that　the　high　molecular　weight　bands　existed　in　every　case
　　　　　of　uPA，　uPAR　and　PAI－1　detections．　The　molecular　weight　markers　are　indicated　at　the　right　side．
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Fig．6　The　Western　blotting　of　CM．
　　　　　　After　the　KiF　and　WI－38　cells　were　treated　as　described，　the　CM　was　harvested　and　was　examined　for　PAI－1　by　Western
　　　　　　blotting．
mRNA　in　WI－38　cells　was　stimulated　1．4　to　2．3－fold　with
IL－1］（3，　and　this　up－regulation　was　not　suppressed　by　the
dexamethasone．
　　The　treatment　with　TNFev　stimulated　the　uPAR
mRNA　expression　in　both　lines　of　fibroblasts　（1．3－fold
in　KiF　and　2．1－fold　in　WI－38　cells），　and　no　significant
suppressjve　effect　of　dexamethasone　was　observed　（Fig．
2）．　The　IL－11B　treatment　increased　uPAR　mRNA
expression　only　in　wr－38　cells，　（by　1．8　to　3．3－fold），　and
reduction　in　expression　by　pre－treatment　with　dexameth－
asone　was　not　detected．
　　In　both　lines，　there　was　no　effect　on　the　expression　of
PAI－1　mRNA　by　pre－treatment　with　dexamethasone　and
subsequent　IL－118　stimulation　（Fig．3）．　Pre－treatment
with　50　or　500　ng／ml　dexamethasone　and　subsequent
TN　Fa　stimulation　decreased　the　amount　of　PAI－1
mRNA　in　WI－38　cells　by　45．30／o　and　49．80／o，　respectively．
However，　these　treatments　up－regulated　the　PAI－1
mRNA　in　KiF　cells　up　to　1．7－fold．
　　When　the　fibroblasts　were　subjected　to　immunohisto－
chemistiy　using　uPA一，　uPAR一　or　PAI－1－specific　anti－
bodies，　the　patterns　and　levels　of　the　staining　intensity
were　mostly　the　same　as　those　observed　for　the　uPA，
uPAR　or　PAI－1　mRNA　expression，　respectively　（Fig．　4）．
The　expression　of　uPA，　uPAR，　PAI－1　and　the　complex
of　these　substances　were　detected　as　weak　bands，　in　both
the　unstimulated　cells　and　the　cells　pretreated　with
dexamethasone（Fig．5）．　As　shown　in　Figures　1，2and
4，　the　cellular　uPA　and　uPAR　mRNAs　and　proteins
were　higher　levels　in　the　IL－1，（3－stimulated　WI－38　cells
than　those　in　KiF　cells　or　in　the　TNFev　stimulated
wr－38　cells．　However，　the　expression　of　PAI－1　was
higher　in　the　TNFa－stimulated　KiF　than　in　the　WI－38
cells　or　in　the　IL－11B－stimulated　KiF　cells．　The　high
molecular　weight　complex　bands　of　the　uPA　system
were　also　detected　in　every　lane　of　both　lines　of　fibrob－
lasts　every　time　the　blotted　membranes　were　reacted　with
anti－uPA，　anti－uPAR　or　anti－PAI－1　antibody．　These
bands　were　not　influenced　by　either　the　treatment　of
dexamethasone　or　cytokines．　The　PAI－1　in　the　CM　of
the　same　samples　shown　in　Figure　5　also　was　examined．
KiF　cells　secreted　a　larger　amount　of　PAI－1　than　WI－38
cells （Fig．　6）．
Discussion
　　uPA，　uPAR，　and　PAI－1　are　closely　correlated　with
pulmonary　injury　and　repair　through　cell　migration　by
activating　plasminogen，　metalloproteinases　or　growth
factors　such　as hepatocyte　growth　factori－4）9）10）．　IL－1β
and　TN　Fa　are　known　to　be　important　inflammatory
cytokines　that　coexist　at　a　site　of　inflammation23）．　Cells
in　inflammatory　tissue　are　often　damaged　and　need
repairi）2）．　The　actions　of　these　cytokines　on　fibroblasts
are　likely　to　be　important　in　the　development　of　acute
infl matory　responsesi3）22）23）．　We　found　that　there
was　a　significant　difference　between　two　lines　of　human
lung　fibroblasts．　ln　their　respective　ability　to　produce
the　various　members　ofthe　uPA　family　from　WI－38　cells，
a　cell　line　established　about　40　years　ago，　expressed
larger　amounts　of　uPA　and　uPAR　than　KiF　cells，　a
newly　isolated　human　lung　fibroblast　line　（Figs．　1，　2，　4，
5）．　The　uPA　and　uPAR　expression　from　WI－38　cells
were　 specially　induced　by　stimulation　with　IL－118，　and
d xamethasone　did　not　suppress　the　expression　（Figs　1，
2）．　ln　KiF　cells，　the　uPA　expression　was　suppressed　by
treatment　with　both　higher　concentrations　of　dexameth－
asone　and　TNFa　（Fig．　1）．　The　uPAR　expression　was
induced　by　TN　Fev　stimulation，　but　pre－treatment　with
dexamethasone　was　not　effective　in　either　line　of　fibrob－
lasts　（Fig． 2）．　From　these　results，　it　seemed　likely　that
WI－38　cells　would　be　better　able　to　migrate　themselves，
or　to　help　the　migration　of　the　surrounding　cells，　than
KiF　c lls．
　　The　increased　secretion　of　PAI－1　due　to　inflammatory
cytok es　may　play　a　significant　role　in　acute　and
chronic　lung　inflammatory　diseasesii）i2）i4L2i）．
Although　IL－16　was　not　effective　in　altering　the　expres－
sion　of　PAI－1　in　 oth　lines　of　fibroblasts，　the　pre－
treatm nt　with h g er　concentrations　of　dexamethasone
and　subsequent　TNFa　stimulation　suppressed　the
amount　of　PAI－1　mRNA　in　WI－38　cells，　but　it　induced
expression　in　KiF　cells　（Figs．　3，　4，　5）．　ln　addition，　KiF
ce ls secreted　mor 　PAI－1　than　WI－38　cells　did　（Fig．　6）．
These　results　suggest　that　the　large　amount　of　PAI－1
（7）
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from　KiF　cells　may　exert　more　influence　on　severe
pathological　processes　than　WI－38　cells　does，　because　the
migration　of　the　sun’ounding　cells，　such　as　alveolar
epithelial　cells　and　vascular　endothelial　cells，　into
injured　tissue　is　an　important　step　for　the　tissue　repair．
　　Chuang－Tsai　et　al．　found　that　PAI－1－deficient　mice
exhibit　reduced　fomiation　of　fibrotic　tissue　with
bleomycin　treatment33）．　PAI－1　is　also　a　key　substance
in　diseases　such　as　keloids，　interstitial　nephritis，　coronary
heart　diseases，　hepatic　cirrhosis　and　obesity’‘一2i）．　We
also　reported　previously　that　human　lung　fibroblasts
produced　a　large　amount　of　PAI－1，　and　a　smaller
amount　of　uPA，　than　lung　microvascular　endothelial
cells3）‘）．　ln　these　tissues，　the　increase　in　PAI－1　causes
collagen　accumulation　or　low　blood　fluidity，　which　may
directly　influence　the　pathological　progress’7）20）2i）．
Some　studies　have　shown　that　inhibition　of　the　plas－
minogen　system　by　PAI－1　induces　the　development　of
pulmonary　fibrosis　in　animalsi7）32）．　PAI－1　also　leads　to
cell　detachment　by　deactivation　and　internalization　of
integrins　that　are　bound　to　uPARii）’2）．　The　PAI－1
secreted　from　KiF　or　wr－38　cells　might　act　as　a　pulmo－
nary　remodeling　regulator，　even　if　it　is　in　the　inactive
form．　lt　may　be　important　to　investigate　the　ability　of
PAI－1　secretion　from　lung　fibroblasts　for　prediction　of
pathological　progress　or　tissue　repair．　Recently，
polymorphism　of　the　PAI－1　promoter　gene　was　found3‘）．
KiF　and　WI－38　cells　had　distinct　types　of　the　PAI－1
promoter　gene　allele35）．　Fibrotic　progress　in　pulmonary
tissue　might　be　predicted　by　screening　for　PAI－1　gene．
L
2．
3．
Summary
The　expression　of　uPA　and　uPAR　in　the　human
lung飾roblast　cell　line　WI－38　cells　was
significantly　higherthan　KiF　cells，　a　human　lung
fibroblast　line　isolated　in　our　Kashumigaura
laboratory，　and　were　profoundly　stimulated　by
IL－1i（3．
The　PAI－1　expression　was　stimulated　in　the　KiF
cells　pre－treated　with　high　concentrations　of　dex－
amethasone　and　subsequent　TNFa，　but　PAI－1
expression　was　suppressed　in　WI－38　cells　treated
the　same　way．
This　difference　might　be　related　to　the　known
therapeutic　effects　of　corticosteroids．
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デキサメタゾン前処理ヒト肺線維芽細胞の線溶物質発現における
　　　　　　　　　　　　炎症性サイトカインの影響
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1）会津大学短期大学部食物栄養学科
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　肺傷害組織では周囲から細胞が遊走し修復が行なわれる。遊走のためには細胞表面でウロキナーゼ型プラスミノゲンア
クチベータ（uPA）がその受容体（uPAR）に結合して周囲の細胞外マトリックスを溶解する必要があり、溶解活性は
uPA阻害剤、　PAI－1、によって調節されている。そこで、2種類のヒト肺線維芽細胞株、　WI－38および新たにヒト肺組織よ
り単離したKiFを用いて急性肺傷害に用いられるデキサメタゾンで前処理し、炎症性サイトカインIL－1βあるいは
TNFαで刺激後のuPA、　uPARおよびPAI－1発現を比較した。　uPAとuPARはKiFに比べwI－38で高発現していた。
wl－38ではuPA、　uPARの発現はIL－1βで促進されたが、　KiFのuPA発現はTNFα刺激で有意に抑制された。　uPAR発
現は両線維芽細胞株ともTNFα刺激で増加したが、デキサ丁丁ゾンでの抑制効果は認められなかった。一方PAI－1発現は
デキサメタゾン処理後TNFα刺激によりWI－38では抑制されたが、　KiFでは逆に促進し、活発に分泌していた。これら
の結果からデキサメタゾンと炎症性サイトカインの線溶物質発現に対する共同効果には線維芽細胞間に差があり、これが
病態変化の多様性や予後に関連している可能性が示唆された。
〈キーワード〉炎症、巴里細胞、線溶物質（uPAシステム）、デキサメタゾン
（　10　）
